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(57) Abstract 

Novel conjugate for the detection and/or assay 
of a biological compound, consisting of a kinase or a 
dehydrogenase, the sulphur groups being preferably re- 
duced beforehand, and capable of producing an inter- 
mediate compound for use in a bioluminescence sys- 
tem, preferably by means of a luciferase. Said enzyme 
is coupled to a ligand that was previously activated by 
a coupling agent and is capable of specifically bonding 
to said biological compound. The invention also con- 
cerns a process for the production of said conjugate, 
the application of said conjugate in detection and/or 
assay processes and a diagnostic kit containing same. 
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(57) Abrcgc 

L'invention concerne un nouveau conjugue des- 
tine a la detection et/ou au dosage d'un compose bio- 
logique constitue par une kinase ou une deshydroge- 
nase dont les groupes soufres sont de preference prea- 
lablement reduits, et capable de produire un compose 
intermediaire utilisable par un systeme de bioluminescence, de preference par une luciferase, ladite enzyme etant couplee a un li- 
gand, prealablement active par un agent de couplage, et susceptible de se Her de maniere specifique audit compose biologique. 
L'invention s'etend egalement a son procede d'obtention, a son application dans des procedes de detection et/ou de dosage et au 
kit de diagnostic le contenant. 
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CONJUGUE DESTINE A LA DETECTION ET/OU AU DOSAGE D ' UN 

COMPOSE DIOLOGIOUE 

5 Obiet de 1' invention 

L* invention concerne un nouveau conjugue destine 
a la detection et/ou au dosage d ' un compose biologique, 
L' invention s*etend egalement a son procede d'obtention, a 
son utilisation dans des procedes de detection et/ou de 

10 dosage et a la trousse de diagnostic le comprenant. 

Arriere-plan techno loaiaue et etat de la technique a la base 
de 1' invention 

Beaucoup de procedes de dosages destines aux tests 
diagnostiques dans les domaines de la biologie et de la 

15 medecine se basent principa lement sur la reconnaissance 
specifique des anticorps vis-a-vis de leurs antigenes et 
depuis quelques annees sur 1 * appar iement de bases nucleiques 
(ADN ou ARN) . Ces methodes ont pris des formes diverses en 
fonction de la complexite des interactions mise en jeu et des 

20 moyens d ' immobil isat ion qui sont utilises pour fixer le 
ligand a doser ( ant igene-ancicorps ou sequence 
nucleot idique ) . 

Les techniques de dosage de molecules marquees par 
un isotope raclioactif sont. precises et tres sensibles. Le 

2 5 des a vantage de ces methodes repose evidemment sur les 
probleme lies a 1 ' i nsta 1 lat ion de pieces speciales et au 
stockage des dechets, a la securite et a la sante dues a 
1 ' instal lat ion des isotopes radioactifs, ainsi qu ' aux 
contraintes legislatives qui en decoulent. 

30 La technique des sondes froides est basee sur 

1 * utilisation de conjugues enzymatiques composes d'une sonde 
et d'une enzyme lies de maniere covalente. Ces conjugues 
peuvent etre detectes par la conversion d*un substrar de 
1 'enzyme en un produit colore qui est alors mesure en 

35 spectrophotomerr ie . C'est le cas de la peroxydase ou de la 
phosphatase alcaline. Bien que ce dosage perm.ette la 
detection de ligands en quantites importantes, il s ' est 
revele trop peu sensible dans le cas de dosages 
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iinmunochimiques - lors de detection d'antigenes presents en 
faible quantite comma les hormones - et - dans le cas 
d * hybr idat ions genetiques utilisant des sondes a ADN - ou les 
quantites a detecter sont extremement faibles. 
5 La chemoluminescence se base sur 1' emission de 

lumiere a partir d ' une molecule chimique qui est excitee. 
Cette excitation peut etre realisee a partir d'une reaction 
chimique ou par transfert d'energie d'une autre molecule. 
Dans le premier cas, la reaction est habituellement catalysee 
10 par une enzyme. Les systemes les plus employes sont soit la 
peroxydase en presence de luminol/ de peroxyde d*hydrogene, 
soit la phosphatase alcaline en presence de adamantyl 1,2- 
dioxetane phenyl phosphate (L. Kricka, Chim. Chem. , 37, 1472- 
1481 , 1991) . 

15 Ces systemes de dosage sont sensibles mais la 

quantification du signal est tres difficile car il est tres 
bref. Une solution serait 1 ' ut i 1 isat ion d'un lanthanide, 
1 'europium, qui une fois excite produit une fluorescence 
ayant un temps d'excitarion part icul ierement long et done 

20 detectable. II a ete utilise pour la detection d ' adenovirus 
avec un seuil de detection de 0,3 pg de DNA (Syvanen et al., 
Nuc, Acids Res. 1-1, 1017, 1936). 

On peut aussi tirer profit du transfert d'energie 
de deux molecules : 1 ' isothiocyanate de fluoresceine (FITC) 

25 et 1 • isothiocyanate de tetramethyl rhodamine (TRITC) . La 
premiere (FITC) est fixee sur la sonde et la seconde sur le 
DNA de 1 ' echant i 1 Ion . Lorsque la sonde se fixe sur 
1 ' echant i 1 Ion , les deux molecules peuvent se transferer de 
I'energie : ainsi i 'excitation de la TRITC a une longueur 

30 d ' onde specifique va etre transferee a la FITC qui se trouve 
dans son voisinage - si 1 ' appar iemenc a eu lieu- , et va alors 
emettre une fluorescence part icu 1 iere . La methode est 
sensible mais de nombreux parametres doivent encore etre 
optimalises pour une utilisation courante (Davins et al., 

35 Analyt. Letters 20, 1397, 1937). 

Un nouveau systeme de dosage en chemoluminescence, 
commercialise par la firme Boehringer Mannheim, se base sur 
la detection de sondes a DNA marquees a la digoxigenine et 
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detectes par des anticorps marques diriges centre la 
digoxigenine (Holtke H. and Kessler C. Nucleic Acids 
Research, 13 (19), 5843-51, 1990). 

Cette molecule est reconnue par un anticorps couple 
5 a la phosphatase alcaline qui reagissant avec un substrat, 
provoque 1 'emission d ' un photon detectable. 

Cette methode assez sensible presente cependant 
1 * inconvenient de faire intervenir une molecule toxique et 
d'etre difficile a mettre en oeuvre . 

10 La bioluminescence , a pour principe 1 'emission 

naturelle de photons provoquee par I'activite enzymatique des 
luciferases en presence de leurs substrats. II existe deux 
types de luciferase, la luciferase utilisant 1*ATP comme 
substrat et la luciferase qui utilise I'oxydation du NADH ou 

15 du NADPH comme source d'energie. Dans ce cas, la luciferase 
est associee a une NAD(P)H-FMN oxy doreductase . 

Ces enzymes permettent la mesure de substrats en 
quantite tres faible (lo'- moles) . La luciferase a ATP a un 
rendement quantique 10 fois plus eleve que la luciferase a 

20 NAD(P)H, ce qui permet un seuil de detection des substrats 
10 fois plus bas. Suivanc les conditions de dosage, le 
signal peut etre stable pendant des temps tres longs. 

Differencs precedes utilisant des agents de 
couplage tels que des billes d'agarose, du N-succinimidy 1-3 

25 ( 2-pyr idy Ithio) propr ionate (SDPD), du glutara Idehyde 
(US . 4 . 604 . 364 ) ont ete proposes pour lier directement ces 
enzymes a des ligands tels que des anticorps, des antigenes 
ou des sondes nucleiques. 

La demande de brevet EP 254 172 decrit un conjugue 

30 ant icorps-enzy me (tel qu'une Beta-cja lactosidase ) couple par 
un reactif homobi f one t ionne i (le bis-ma le imidopolyalky lene- 
glycol ) . 

La demande EP 137515 decrit dans un test de 
bioluminescence, 1 * utilisation d ' un conjugue immoglobul ine 
35 G - enzyme (aequorin) . 

Dans ces documents, ces deux conjugues sont obtenus 
par deux etapes l1 ' act i vat ion successives de 1' anticorps avec 
1 'agent de couplage et de i 'enzyme avec 1 ' agent de couplage. 
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Cette double activation permet ensuite de faire 
reagir les deux composants actives entre eux et d'obtenir 
ainsi un conjugue. 

Cependant, ces precedes de diagnostic sent bases 
5 sur 1 ' utilisation directe d * une luciferase, qui ne permet pas 
d'obtenir une sensibilite suf f isamment elevee pour la 
detection et/ou le dosage de certains composes biologiques. 

Aussi, d'autres procedes bases sur 1 ' utilisation 
de kinases, ou de deshydrogenases conjugues a des ligands ont 
10 ete proposes. 

La demande de brevet EP 3 04 9 3 4 , deer it des conjugues 
d'enzymes, en particulier de kinases, couplees a des ligands 
tels que des anticorps, des sequences nucleot idiques , de 
I'avidine ou de la streptavidine , de maniere classique par 
15 du gluteraldehyde suivant le procede decrit par Avrameas et 
Al. (Bull, of Soc. Chim. Biol. (1963) 50, p. 1169). 

Cependant 1 * ut i 1 isat ion des kinases et des 
deshydrogenases comme marqueurs a ete limitee par leur 
inactivation due aux agents utilises pour realiser le 
20 couplage de ces enzymes sur les differents ligands. 

La demande de brevet EP 431882 decrit un reactif 
constitue d'une proteine telle qu'une enzyme (par exemple de 
la luciferase bacterienne ou une Beta-galactosidase) 
contenant un groupe thiol preactiv(§ susceptible de fixer par 
25 exemple une sequence nucleot idique . 

Cependant:, ce document ne decrit pas la fixation 
de ce conjugue preactive a une kinase ou une deshydrogenase 
pour etre utilise dans un procede de detection et/ou de 
dosage par bioluminescence , 
30 II est egalement connu par les demandes de brevets 

EP 161138 et EP 3C2042 d'utiliser une glucose 6-phosphate 
deshydrogenase, fixee de maniere covalente a un antigene ou 
anticorps, a une sonde nucleot idique ou bien a l*avidine pour 
la detection des sondes blot iny 1 isees , Ce complexe permet de 
35 reveler le MADH produit par la glucose 6-phosphate 
deshydrogenase, la luciferase, ou la FMN-oxydoreductase fixee 
de maniere covalenre sur le sepharose 4B. 

Cependant, la sensibilite obtenue par ce procede 
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est trop faible (sans doute en partie due aux phenomenes 
d * inacti vat ion lors des couplages des enzymes decrits 
precedemment ) , pour detecter de maniere optimale certaines 
sequences nucleot idiques d'organismes pathogenes ou non . 
5 Buts de 1* invention 

L' invention consiste a fournir un nouveau conjugue 
et un nouveau procede de preparation de ce conjugue, destine 
a la detection et/ou au dosage d * un compose biologique; ledit 
conjugue etant constitue par un ligand susceptible de se lier 

10 de maniere specifique a un compose biologique et par une 
kinase ou une deshydrogenase qui apres son couplage avec le 
ligand conserve son activite enzymatique, 

Un autre but de 1* invention consiste a fournir un 
conjugue dont 1' enzyme possede une activite specifique, un 

15 "turn over rate" eleve, une stabilite elevee a temperature 
ambiante, de faible cout, facilement purifiable et dont la 
reaction est essent ie 1 lement irreversible. 

Un but complementaire de la presente invention 
consiste a fournir de nouvelles sequences d'acides nucleiques 

20 qui ont la proprit§te de s»apparier a des sequences 
complementaires presentes dans le genome des virus 
responsables des papillomes humains (HPV) et qui puissent 
etre utilisees en tant que ligand d'un conjugue selon 
1' invention ou etre fixees a une molecule qui reconnait un 

25 ligand d'un conjugue selon 1* invention. 

Un dernier but de la presente invention consiste 
a fournir une trousse de diagnostic comprenant le conjugue 
selon 1* invention et qui presente une grande sensibilite de 
detection et/ou de dosage d*un compose biologique; cette 

30 sensibilite etant similaire ou plus elevee que pour les 
trousses de diagnostic de I'etat de la technique. 
Elements caracterist igues de 1' invention 

L' invention concerne un conjugue actif destine a 
la detection et/ou au dosage d'un compose biologique 

35 constitue par une kinase ou une deshydrogenase, dont les 
groupements soufres sont de preference prea lablement reduits, 
et capables de produire un compose i ntermediaire utilisable 
par un systeme de bio luminescence , de preference par une 
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luciferase; ladite kinase ou deshydrogenase etant couplee 
directement a un liqand, prea lableinent active par un agent 
de couplage er susceptible de se lier directement ou 
indirectement ( c ' est-a-dire via une cascade de ligands 
5 assurant une reconnaissance de type ant icorps - ant icorps , 
ant i corps - antigene, staptavidine *biotine,etc)^ de man i ere 
specif ique audit compose biologique. 

Selon 1 ' invention, ladite kinase ou deshydrogenase, 
du conjugue, n ' est pas prea lablement activee et est couplee 
10 directement a un ligand qui est lui-meme prea lablement active 
par un agent de couplage . 

On entend par compose biologique, tout 
microorganisme pathogene ou non pathogene, tel que les 
procaryotes, les eucaryotes, les mycoplasmes, les virus, les 
15 lignees cellulaires vegetales, ou animales, les 
composants des dits microorgan i smes ou les composants 
produits par les dits microorgani smes , en particulier les 
antigenes, les anticorps les sequences nucleot idiques , 
eventuel lement prea lablement amplifies par une amplification 
20 genetique (PGR ou LCR) , les lipides, les saccharides, ... 
et/ou un melange d'entre eux; de preference fixes sur un 
support solide, un gel ou present en solution. 

Avantageusement , la kinase est une pyruvate kinase, 

De preference, 1 'agent de couplage est un agent 
25 couplant heterobi f onct ionne 1 tel que le N-Succinimidy 1 3-2 
pyridy Idithio proprionate, le succinimidyl 4-(N 

maleimidomethy 1 ) cyclohexane-l-carboxy late ou sont 

sulfo- derive . 

Selon une forme d 'execution preferee de 
30 1' invention, le ligand est choisi parmi le groupe constitue 
par les antigenes, les recepceurs d 'hormones, les anticorps, 
les sequences nucleot idiques , les composes tels que 1 ' avidine 
ou la streptavidine, capables de se fixer a des sequences 
nucleot idiques biotinylees et/ou un melange d'entre eux. 
35 Un autre aspect de la presente invention concerne 

des nouvelles sequences nuc leot id iques ou des fragments de 
ces sequences d ' ADN monocatena i re ou d*ARN, permettant la 
detection et/ou le dosage de divers virus responsables de 
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papillomes humains tels que le HPV-6B, le HPV-11, le HPV-16, 
le HPV-18 et le HPV-33. 

La presente invention concerne en particulier : 

- tout ou une partie d ' une sequence d'ADN de 25 nucleotides: 
5 la SEQ ID N*^'! : TGTGCAACAA TGTGCAGACA TTATA . 

- tout ou une partie de sa sequence complementa ire : 
la SEQ ID N°2 : ACACGTTGTT ACACGTCTGT AATAT 

- tout ou une partie des sequences d * ARN correspondantes aux 
sequences susment ionnees : 

10 qui permettent la detection simultanee des 5 types de HPV 
susment ionnes . 

Ces sequences s'hybrident a une region corespondant 
aux nucleotides 20^7-2071 du gene El d*HPV6b avec deux 
mesappar iements en position 9 et 15 et a une region 

15 correspondant aux nucleotides 2047-2071 du gene El d'HPVll 
avec deux mesappar iements en position 8 et 9, a une region 
correspondant aux nucleotides 2076-2100 du gene El d*HPV16 
avec un mesappar ienient en position 15, a une region 
correspondant aux nucleotides 2157-2171 du gene El d'HPVlB 

20 avec un mesappar iement en position 6 et a une region 
correspondant aux nucleotides 2070-2094 du gene El d*HPV33 
avec trois mesappar iements en position 5, 8 et 15. 

tout ou une partie de deux sequences d ' ADN de 25 
nucleotides : 

2 5 la SEQ ID M°3 : CCAAGGTTT AGATGCCTGC CAGGA 
la SEQ ID N°4 : TACTACATAC ACCCCCGCAC AGACC 

- tout ou une partie de leurs sequences complementa ires : 
la SEQ ID N°5 : GGTTCGCAAA TCTACGCACG GTCCT 

la SEQ ID N°6 : ATGATGTATG TGGGCGCGTG TGTGG 
30 qui permettent la detection simultanee des HPV de types 6b 
et 11 . 

Les sequences 3, 3bis, 5 et 5bis s'hybrident a une 
region correspondant aux riucleotides 2736-2760 du gene E2 des 
HPV6b et 11, identiques pour les deux virus. 
35 Les sequence 4, 4bis, 6 et 6bis s'hybrident a une 

region correspondant aux nucleotides 3355-3379 du gene E2 des 
HPV6b et 11, identique pour les deux virus. 

- tout ou une partie d ' une sequence d » ADN des 21 nucleotides: 
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la SEQ ID N°7 : ACCTTAACTG CAGATGTTAT G 

- tout ou une partie de sa sequence complementaire : 
la SEQ ID N°8 : TGGAATTGAC GTCTACAATA C 

qui permettent la detection simultanee des HPV de types 16, 
5 18 et 33. 

Ces sequences s'hybrident a une region 
correspondant aux nucleotides 6730--6800 du gene LI d'HPV16 
avec un mesappar iement en position 15, a une region 
correspondant aux nucleotides 6759-6779 du gene LI d'HPVlS 
10 avec un mesappar iement en position 3 et a une region 
correspondant aux nucleotides 6734-6754 du gene LI d*HPV33 
avec un mesappar iement en position 15. 

- tout ou une partie d'une sequence d * ADN de 25 nucleotides: 
la SEQ ID N°9 : ATATCAGATG ACGAGAACGA AAATG 

15 - tout ou une partie de sa sequence complementaire : 
la SEQ ID N-^^IO : TATAGTCTAG TGCTCTTGGT TTTAC 

qui permettent la detection simultanee des HPV de types 16 
et 13 , 

Ces sequences s'hybrident a une region 
20 correspondant aux nucleotides 931-935 du gene El d*HPV16 et 
a une region correspondant aux nucleotides 1007-1031 du gene 
El d'HPVlS avec un mesappar i ement pour ce virus. 

- tout ou une partie des sequences d ' ARN correspondant aux 
sequences susment ionnees : 



la 


SEQ 


ID 


NO 


11 : 


: UGUGCAACAA 


UGUGCAGACA 


UUAUA 


la 


SEQ 


ID 


N° 


12 ; 


: ACACGUUGUU 


ACACGUCUGU 


AAUAU 


la 


SEQ 


ID 




13 ; 


: CCAAGCCUUU 


AGAUGCGUGC 


CAGGA 


la 


SEQ 


ID 




14 : 


: UACUACAUAC 


ACCCCCGCAC 


AGACC 


la 


SEQ 


ID 


N° 


15 : 


: GGUUCGCAAA 


UCUACGCACG 


GUCCU 


la 


SEQ 


ID 


N ° 


16 : 


: AUGAUGUAUG 


UGGGGCCGVG 


UGUGG 


la 


SEQ 


ID 


N ° 


17 ; 


; ACCUUAACUG 


CAGAUGUUAU 


G 


la 


SEQ 


ID 


N ° 


13 : 


; UGGAAUUGAC 


GUCUACAAUA 


C 


la 


SEQ 


ID 




19 : 


: AUAUCAGAUG 


ACGAGAACGA 


AAAUG 


la 


SEQ 


ID 




20 : 


: UAUAGUCUAC 


UGCUCUUGCU 


UUUAC 



35 Ces sequences ont la propriete de s*apparier a des 

sequences complementa i res presentes dans le genome de divers 
types de papillomavirus liumains (HPV) et absentes dans le 
genome humain. 
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Les hybrides ainsi eventuel lement formes peuvent 
etre detectes par des di verses luethodes de I'etat de la 
technique telles que hybridation in situ, 1 ' hybr idat ion sur 
filtre, sur plastiques, en "sandv;ich", sur support solide, 
5 en solution, 1 • hybr idat ion en Dot blot, Northern blot. 
Southern blot, par un marquacje isotopique ou non isotopique 
associe au fragment," par technique sondes froides, par 
amplification genetique, notamment par PGR ou LCR et/ou par 
bioluminescence. 

10 Ces sequences mentionnees permettent 

1 ' identification specif ique des HPV les plus frequemment 
rencontres dans le tractus genital (types 6b, 11, 16, 18, 
33). II est connu que certains types de HPV (types 16, 18 et 
33) sont plus frequemment associes a l*apparition d ' une 

15 tumeur maligne, en 1 'occurence le cancer du col uterin chez 
la femme, alors que les autres types (6b et 11) sont 
caracter ist iques de lesions benignes. La determination de la 
presence d'un ou de plusieurs HPV ainsi que du type HPV 
rencontre, est done tres importante pour 1 * etabl issement d'un 

20 pronostic et, par consequent, d'une intervention 
therapeutique eventuel le. 

De preference, tout ou une partie des sequences 
nucleot id iques susment ionnees , eventue 1 lement biot iny lees , 
sont comprises dans le liqand du conjugue selon 1 * invention 

25 ou sont susceptibles de se fixer a un conjugue selon 
1' invention, pour la detection et/ou le dosage des virus 
responsables de papillomes humains. 

Un autre aspect de 1 ' invention concerne le precede 
de preparation du conjugue selon 1' invention, dans lequel on 

30 fait reagir en solution un agenr de couplage, de preference 
heterobif onct ionnel , sur un ligand et dans lequel ce ligand 
active est couple a une kinase ou une deshydrogenase dont un 
ou plusieurs pones sulfure ont ete eventue 1 lement reduits. 

Avantageusement , la kinase ou la deshydrogenase du 

35 conjugue selon 1' invention est immobilisee au niveau de son 
site actif sur une colonne d'af finite contenant un gel tel 
que le Blue Sepharose, ayant une affinite pour la kinase ou 
la deshydrogenase et est couple au ligand prealablement 
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active par 1 'agent de couplage, la colonne est lavee et le 
conjugue est elue par la colonne en modifiant la composition 
de la solution de lavage, par exemple en augmentant la force 
ionique . 

5 Un autre aspect de 1 * invention concerne egalement 

1 ' ut il isation du conjugue selon 1' invention pour la detection 
et/ou le dosage d ' un compose biologique; en particulier, 
1 ' appl icat ion pour la detection et/ou le dosage par 
hybridation de sequences nucleot idiques ; de preference 

10 detectees par un procede choisi parmi le groupe constitue par 
1 'hybridation in situ, 1 • hybridation sur filtre, sur 
plastique, sur support solide, en solution, en "sandwich", 
sur gel, 1 ' hy br idat ion en Dot blot, en Northen blot, Southern 
blot, par un marquage isocopique ou non- isotop ique associe 

15 au fragment, par technique sondes froides, par amplification 
genetique, notarament par PCR ou LCR et/ou par un melange 
d ' entre eux . 

Un dernier aspect de 1' invention concerne la 
trousse de detection et/ou de dosage d'un compose biologique 

20 comprenant le conjugue selon 1' invention et eventuellement 
les reactifs destines a la detecrion et/ou au dosage de 
sequence nucleot id iques , par un procede choisi parmi le 
groupe constitue par 1 ' hybridation in situ, 1 ' hybridation sur 
filtre, sur plastique, sur support solide, en solution, en 

25 "sandv/ich*'^ sur gel, 1 ' hybridation en Dot blot, en Northen 
blot, Southern blot, par un marquage isotopique ou non- 
isotopique associe au fragment, par technique sondes froides, 
par amplification genetique, notamment par PCR ou LCR et/ou 
un melange d'entre eux. 

3 0 Breve description des figures 

La figure 1 represence de maniere schematique 
1 ' appl icat ion du conjugue selon 1 ' invention dans un dosage 
par hybridation de sequences ol igonucleot idiques . 

Les figures 2 a 4 representent des variantes 

35 d'executions du dosage represente a la figure 1. 

Les figures 5 et 6 representent respect ivement une 
mesure directe er indirecre du DMA d'un virus HPV par le 
conjugue selon 1' invention. 
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La figure 7 represente l*effet de la concentration 
en SPDP sur I'activite de la pyruvate kinase et sur le nombre 
de bras fixes par molecule d* enzyme. 

La figure 3 represente une mesure par 
5 bioluminescence avec le conjugue selon 1 * invention d'IgG 
humains . 

La figure 9 represente une courbe de concentration 
d*une sequence cible HIV par le conjugue selon I'invention. 
Description d ' une forme d'execution preferee de I'invention 

10 Dans la presente invention, on utilise comme agent 

revelateur, la luciferase a ATP plutot que la luciferase a 
NADH , du fait de sa plus grande sensibilite de dosage des 
substrats. Afin d'augmenter encore la sensibilite et 
d'obtenir un signal important sur une longue periode de 

15 temps, on marque la sequence nucleotidique , l*anticorps, 
I'antigene, I'avidine ou la streptavidine avec une kinase qui 
peut produire une quantite constante d ' ATP suivant les 
conditions exper iment a les . Get ATP est ensuite degrade par 
la luciferase et I'activite de cette derniere est quantifiee 

20 par la detection des photons emis. 
Le choix d'une kinase 

L' enzyme jnarqueur doit etre choisi en fonction de 
differents criteres qui sent semblables a ceux utilises pour 
les ELISA (Avrameas, Scand. J. Immunol., S, 7-22, 1978), a 

25 savoir: 

- une activite specifique et un "turn over rate'* eleves ; 

- une stabilite relativement bonne a temperature ambiante ; 

- une perte d 'activite, suite au couplage, qui doit etre la 
plus faible possible, et enfin, 

30 - 1 'enzyme doit etre disponible sous forme hautement 
pur if iee , so i t commercia lement , soit sa preparation doit etre 
relativement simple, 

- de plus, 1 'enzyme doit etre choisi en fonction de la 
stabilite de ses substrats. 

35 D'apres Kayne (Kayne F.S., The Enzyme, ed Boyer 

part. A, S, 1973, Academic Press, pp. 353-382), la pyruvate 
kinase est commerc ia lement disponible sous forme tres pure 
mais il est aussi tres simple d ' en purifier de grandes 
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quantites a partir de muscles de lapin. D 'autre part, la 
reaction catalysee par la kinase est essent iellement 
irreversible en faveur de la formation de pyruvate et d'ATP 
car la variation d'enercjie libra standard de la reaction est 
5 de - 7,5 kcal/mole (Muirhead, M., Biochemical Society 
Transactions, 15 (5), 996-999, 1987). 

Phosphoenolpyruvate + ADP : — > Pyruvate + ATP 

Une solution d' enzyme a 5 mg/ml garde son activite 
au moins 48 h a temperature ambiante. La solution 

10 commerciale (avec 50% de glycerol) est stable au moins 6 mois 
a 4 °c . 

En outre, la pyruvate kinase presente d'autres 
avantages, tels que sa disponibilite commerciale, sa bonne 
stabilite thermique et le deplacement de la reaction dans le 

15 sens de la formation de I'ATP. 

De plus grace a des manipulations genetiques, de 
nouvelles kinases ayant des proprietes particulieres peuvent 
etre produites. Ainsi, on peut produire une pyruvate kinase 
thermostable grace au clivage d ' une partie de sa sequence. 

20 Celle-ci peut alors etre utilisee a haute temperature lors 
des reactions, d ' hybr idat ion (Walker et Al. Journal of 
Molecular Biology (1992) 22S, p. 265-276). 

De meme , d ' aucres kinases, comme 1 ' acetate kinase 
peuvent etre utilisees. 

2 5 Couplaae de la pyruvate kinase 

L ' ut i 1 isat ion des agents de couplage habituels 
(glu tar aldehyde , SPDP (N-Succinimidy 1 3- ( 2-pyridy Idithio) 
propionate), periodate, ...) conduit ef f act i vement a la 
formation de conjugues pour lesquels la perte d' activite est 

30 tres elevee et depasse les 95%. Ceci confirme la sensibilite 
des kinases et deshydrogenases aux agents de couplage et le 
fait que 1 ' ut i 1 isat ion des methodes de couplage habituelles 
ne perinet pas d*obt:enir des conjugues su f f isainment actifs 
pour une utilis^^tion dans les rests d iagnost iques . 

35 Lors d ' experiences controles, les inventeurs ont 

constate avec surprise que la kinase native non actives 
pouvait se fixer de maniere covalente sur les iigands actives 
au SPDP ( N-Succinimidy i 3- ( 2-pyridy Idithio) propionate). 
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L* explication de cette observation inattendue est 
probablement que la kinase porte un groupement -SH libre qui 
peut realiser un pent disulfure avec le groupement 2 pyridyl- 
disulfure fixe sur la sonde activee. Le conjugue obtenu par 
5 cette approche est tout a fait actif. 

Les inventeurs ont aussi constate que 1 * on peut 
avantageusement augmenter le rendement du couplage par 
reduction prealable d»un ou plusieurs ponts disulfures 
naturels de la kinase par de faibles concentrations en 

10 dithiothreitol et cela, sans perte d'activite. 

Les conditions de couplage optimalisees en solution 
sont decrites ci-apres pour les anticorps. Les inventeurs ont 
observe qu'une activation des anticorps avec un exces molaire 
de 5 SPDP produisait la fixation de 1 a 2 bras SPDP par 

15 molecule d'anticorps. Cette concentration en SPDP donne un 
maximum de conjuques act if s lorsqu'on met en presence une 
quantite equivalence (en mole) d*anticorps actives et de 
kinase . 

Une autre methode de couplage sur colonne (phase 

20 solide) qui permet d'ameliorer le rendement, de faciliter la 
separation entre les anticorps conjugues a la kinase et les 
anticorps non conjugues et de pouvoir preparer une grosse 
quantite de conjugues, consiste a fixer par des liaisons 
faibles non covalentes la kinase au niveau de son site actif 

25 sur une colonne contenant du Blue Sepharose (Pharmacia, 
Uppsala, Suede) puis de faire circuler sur la colonne en 
circuit ferme et pendant un temps suffisant ( habi tuel lement 
16h) les anticorps prea labiement actives au SPDP. 

Les anticorps actives auront ainsi tout le loisir 

30 de realiser des conjugues avec la kinase immobilisee sur le 
Blue Sepharose . 

Apres la reaction, la colonne est lavee et les 
anticorps qui n ' ont pas reagi sont elimines, puis le conjugue 
est elue en augmeiitant la force ionique de la solution de 

35 lavage. Cette methode est decrite en detail ci-apres pour les 
anticorps er pour I'avidine. 

La disponibi 1 ite de conjugues actifs permet leur 
utilisation pour des tests diagnost iques bases soit sur des 
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reactions immunolog iques telles que les procedes Enzyme 
linked immunosorbent Assays ou ELISA ou sur 1 ' hybridation de 
sequences nucleotidiques . 

Le principe de la methode de couplage de la kinase 
5 sur les anticorps a pu etre etendue a d ' autre proteines et 
meme a des oligonucleotides. Ainsi I'avidine et la 
streptavidine ont pu etre activees avec le SPDP puis apres 
elimination du reactif en exces, mis en presence de pyruvate 
kinase. Le conjugue ainsi forme en solution a ete purifie sur 
10 une colonne de Blue Sepharose qui retient la kinase et s'est 
revele extremement actif. 

Pour la fixation de sondes d • oligonucleotides sur 
la kinase, les sondes a ADM peuvent etre terminees par une 
amine en position V et/ou 5' terminal, qui peuvent etre 
15 incorpores soit au cours de la synthese de la chaine 
nucleotidique realisee ou ajoutees par la suite. 

Cette amine terminal est alors activee par le SMCC 
puis apres elimination des reactifs en exces mis en presence 
de pyruvate kinase pour le couplage. Le conjugue est alors 
20 facilement purifio par chromacographie moleculaire ou 
d ' af finite . 

Dosages jmrnunn -enz yma t ioues — ( ELISA ) 

La kinase peut etre couplee a un anticorps pour 
former un conjugue ant icorps-kinase qui peut servir dans les 

25 divers tests ELISA. 

Dans le cas d ' un dosage direct des conjugues, on 
utilise une boite multipuits ou des tubes ou un support 
quelconque sur lesquels sont immobilises les antigenes. 

Les conjugues ant icorps-k inase sont alors ajoutes 
30 en quantite decroissante . Apres lavage', I'activite de la 
kinase fixee esr mesuree en presence de ses substrats, 
permettant de produire de I'ATP, qui en presence de 
luciferine est degrade par la luciferase avec une emission 
dfe lumiere. Celle-ci peut ecre mesuree par un bioluminometre 
35 ou par un film sensible comme un "Polaroid" (R) ou encore par 
un papier negatif seni^ible aux rayons X. Ce test permet de 
determiner le titre des anticorps. 

Dans les conditions de dosage de la pyruvate 
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kinase, I'exces de substrats par rapport a la quantite 
d'enzymes et a la quantite de luciferases est tel que ces 
enzymes travaillent pendant plusieurs jours. On peut suivre 
1 'emission de lumiere pendant trois jours dans un test ELISA 
5 normal . 

Le test direct permet la mesure de I'antigene grace 
a 1 ' utilisation de la methode dite competitive. Dans ce cas, 
l»anticorps est immobilise sur la boite ou le support de 
dosage. Ensuite, I'antigene a doser est incube en presence 

10 d'une quantite fixe d'antigene conjugue a la kinase. Ces deux 
antigenes vont entrer en competition pour I'anticorps fixe 
sur la boite : plus I'antigene a doser sera en quantite 
imporcante, moins 1 ' ant igene-kinase pourra se fixer sur 
I'anticorps. C'est celui-ci qui est detecte par l*activite 

15 de la kinase. L'estimation de I'antigene a doser se fait 
alors en reference a une courbe d ' eta lonnage . 

Le dosage de I'antigene se fait plus facilement 
grace a la metliode dite en Sandwich. La boite ou le support 
solide contient des anticorps immobilises. L'antigene a doser 

20 est alors ajoute en dilutions croissantes puis apres lavage, 
une quantite fixe d ' un second anticorps marque a la kinase 
est ajoute et I'activite de la kinase est mesuree , Une 
variante a cette methode consiste a utiliser un second 
anticorps non marque et d'ajouter par la suite un anti- 

25 anticorps marque a la kinase (Double Sandwich). 

Le dosage en Sandv/ich permet egalement la mesure 
d'anticorps et dans ce cas on utilise un support sur lequel 
I'antigene esc immobilise. L' anticorps est ajoute en 
concentrations croissantes puis apres lavage, des anti- 

30 anticorps marques ii la kinase sont incubes et I'activite de 
la kinase est mesuree. Ici aussi, on peut realiser des 
doubles Sandwich en utilisant un anci-ant icorps non marque 
puis un deuxieme ant i -an t i corps conjugue a la kinase. 
Dosage par hybridation de sequences ol igonucleot idiques 

35 La possibilit(§ d'utiliser I'avidine (ou la 

streptavidine) , ies anticorps ou des nucleotides comme sondes 
qui peuvent etre couples a la kinase, permet la mise au point 
de tests de reconnaissance de sequences nuc leot idiques . Cette 
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technique peut s'appliquer a un tres grand nombre de domaines 
comme les tests diagnostics de detection de bacteries, de 
champignons, de levures, de virus, de cellules cancereuses 
ou de tout organisme biologique possedant une sequence 
5 d'acides nucleiques par t icul iere . 

Le pr incipe de 1 ' hybr idat ion d » oligonucleotides est 
bien connu et nous le reprendrons brievement. II s'agit, de 
la reconnaissance d ' une sequence de nucleotides (ADN ou ARN) 
par un brin de nucleotides coraplementa ire et de leur 

10 appariement en une double chalne dans des conditions de 
temperature, pH et sels adequats. Cette reconnaissance est 
permise par la formation de ponts liydrogene entre 1' adenine 
(A) et la thymine (T) (ou uracile (U)) et entre la guanine 
(g) et la cytosine (C). Si 1 ' on connait la sequence de ADN 

15 (ou de RNA) a detecter, il est possible de construire par des 
precedes chimiques, enzymat iques , ou biologiques la sequence 
complementa ire qui ira s'hybrider de maniere specifique avec 
le DNA (ou le RNA) a detecter. 

De preference, cette hybridation s'effectue dans 

20 des conditions stringentes, de maniere a assurer une 
hybridation specifique et eviter ainsi des faux positifs. 

L ' ut i i isat ion cles conjugues kinase selon 
1' invention pour realiser des tests en bioluminescence a 
comme avantage une sensibilite tres grande et une mesure de 

25 detection pouvant s ' etencire sur plusieurs jours. Dans le 
precede le plus simple, la sequence de nucleotides utilisee 
pour le test est marquee a la biotine. Ce marquage peut se 
faire de diverses manieres : 

- soit chimiquement en utilisant un oligonucleotide biotinyle 
30 lorsde la synthese, ou en faisant reagir la sequence avec un 

NHS-biotine, biouenyl aminocapric acid-N-hydroxysuccinimide 
ester, ou un reactif portant la biotine et susceptible de se 
fixer sur la sequence nuc leot id ique , 

- soit de facon enzymatique en utilisant la terminal 
35 transferase qui incorpore les nucleotides biotinyles a 

I'extremite d ' une sequence nucleotidique specifique- La 
biotine peut ecre incorpore clans les acides nucleiques grace 
a un compose [Jhotocicc i vable appele photobiot ine . 
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La sequence biotinylee peut alors etre reconnue par 
I'avidine ou la srreptavidine elle-meme couplee a 1 ' enzyme 
ou apres reaction avec un anticorps marque a la kinase et 
dirige centre la sequence biotinylee. Apres hybridation avec 
5 la sequence a detecter, un conjugue avidine-k inase est 
utilise, qui se fixe sur la biotine. L'activite de la kinase 
est alors mesuree par sa production d • ATP qui en presence de 
luciferase emet des ptiotons. 

La detection de sequence de 1 ' ADN ou RNA present 

10 en solution est plus complexe car elle necessite une etape 
d ' immobilisation arin de realiser un lavage ou une reaction 
de competition. Eiles peuvent etre immobilisees directement 
sur des filtres de nitrocellulose ou de nylon dans des tests 
dits de "Dot Blot" cu apres separation par electrophorese sur 

15 gels (Southern blot et Northern blot). 

Dans le cas ou le DNA 1 (ou RNA) a mesurer se 
trouve en quantite tres faible, on peut aussi immobiliser ce 
DNA 1 grace a une sequence compl ementa ire 2 qui est elle-meme 
immobilisee sur un support 3 (filtre, gel, plastique, verre , 

20 billes...) . Le DNA 1 ( ou RNA) hybride sur la sonde 
immbobi 1 isee , pourra etre mesure a I'aide d ' une autre 
sequence 4 biotinylee et d ' un conjugue a vid ine-kinase 5 ou 
d * un anticorps kinase anti-sonde. Cette methode utilisant 
deux sequences nucieot id iques (2 et 4 ) , - 1 ' une immobilisee 

25 dite capteur 2 ec 1 'autre biotinylee dite detecteur 4 - est 
aussi appelee methode Sandwich. Du point de vue de la 
methodologie , les deux sequences capteur et detecteur peuvent 
etre ajoutees simul tanement au DNA (ou RNA) a detecter ou de 
maniere sequentielle suivant les conditions du test et du 

30 resultat a obtenir : sensibilite plus grande, rapidite de 
travail ou facilite des manipulations (figure 1). 

Ces methodes peuvent etre complexif iees en 
utilisant non seulement la reconnaissance entre I'avidine et 
la biotine mais aussi entre les ajitigenes (ou haptenes) et 

35 les anticorps (figures 2, j et 4). 

Par exemple, on peut utiliser une sequence d*acides 
nucletiques biotinylee -I ptiis une reaction avec de l*avidine 
6, couplee ou non a la kinase, qui sera elle-meme reconnue 
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par des anticorps anti-avidine 7 couples a la kinase (figures 
2 et 3) . 

On peut aussi faire reacjir directement (figure 4) 
des anticorps 8 couples ou non a la kinase et dirige contre 
5 la biotine qui est fixee sur la sonde. Une autre molecule que 
la biotine, par exeniple la fluoresceine ou la digoxigenine 
qui peuvent etre reconnues par des anticorps specifiques, 
peuvent servir a marquer la sonde. 

II existe plusieurs variantes a cette technique 

10 comme 1 ' utilisation d ' un deuxieme anticorps conjugue a la 
kinase ou 1 ' ut i 1 i sa t ion d*anticorps conjugue a la biotine sur 
lesquels on peut i'aire reagir des conjugues avidine-kinase , 
Quelle que soit Ici combinaison utilisee, on utilisera au 
moins un conjugue avidine-kinase 5 ou ant icorps-kinase 7 

15 selon 1* invention dans 1 ' une des ecapes de la reaction. 

Ces reconnaissances specif iques a vidine-biot ine ou 
ant icorps-ant igene peuvent aussi etre raises a profit pour 
1 ' immobi 1 isat ion sur ie support soiide. Ceci permet de faire 
la reaction d ' hybridation en solution avant de realiser 

20 1 * immobi 1 isa t ion . L'avantage de 1 ' hybridation en solution 
reside en sa plus grande rapidite par rapport a 1 * hy br idat ion 
sur support soiide pour laquelle les facteurs steriques et 
de diffusion ralentissent la reaction. 

Un precede part icu 1 iereiuent avantageux consiste a 

25 realiser 1 ' hybridation de 1 ' ADN a mesurer avec deux sequences 
nucleot idiques complementaires d'une partie de 1 * ADN a 
mesurer. Ces deux sequences sont marquees par des molecules 
differentes, par exemple 1 ' une par la biotine et 1 * autre par 
la kinase. Apreti liybi* ida t ion , 1 ' ensemble est mis en presence 

30 d'un support portanr de I'avidine qui va fixer les sequences 
biotinylees done certaines feronc partie de I'hybride, qui 
portera une deuxieme sequence-kinase qu'il suffira de mesurer 
en presence de luciferase et des substrats appropries. 

L ' immobi 1 isa t ion peut se realiser grace a 

35 1 ' ut i 1 isat ion de sequences primers complementaires comme des 
poly C ou poly A qui reconna issent respect ivement des 
sequences poly G ou poly T (poly U). 

La sonde portant la biotine ou une deuxieme sonde 
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specifique DNA ou RNA a doser, peut porter une sequence poly 
A (ou poly T ou poly G) qui pendant 1 ' hybridation en solution 
se fixera sur la sequence complementaire fixee a un support. 

Les deux sequences peuvent aussi porter une biotine 
5 ou un antigene (ou iiaptene) comme du dinitrophenol ou de la 
f luoresceine . 

Apres hybridation, on peut soit immobiliser 
I'hybride sur un support portant I'avidine et reveler 
l*hybride par un anticorps dirige centre I'antigene ou 
10 I'haptene (ici, ant i-dini trophenol ou ant i-digoxigenine) 
marque a la kinase. Si 1' anticorps n'est pas marque a la 
kinase, un deuxieme ant i -ant icorps marque a la kinase peut 
etre uti lise . 

L' immobilisation peut aussi se faire a partir 
15 d'anticorps fixes sur le support qui va reconnaitre et fixer 
I'antigene ou I'haptene ( ici le dinitrophenol) . La revelation 
de I'hybride se fera alors en faisant reagir de I'avidine- 
kinase sur la sequence biotinylee de I'hybride. Les autres 
methodes de mise en evidence de la biotine-avidine expliquees 
20 ci-dessus peuvent ciui:si servir mais dans tous les cas, un 
con jugue-kinase au moins sera utilise. 

On peut aussi coupler la kinase a des anticorps 
reconnaissant les doubles brins de DNA. 

Dans ces situations de detection des hybrides 
25 decrites ci-dessus, on faisait appel, dans une des etapes au 
moins, a la reconnaissance entre la biotine et I'avidine ou 
des anticorps et leur antiqenes ou haptenes. 

On peut eviter le passage par cette reaction dans 
le cas notamment cte la pyruvate kinase (on a observe que 
30 cette enzyme enait srable a AS^'c pendant 2h au moins, ce qui 
represente des conditions d ' hybridation que 1 ' on peut obtenir 
notamment avec des oligonucleotides) . Sur base de ces 
observations, on realise un conjugue compose de kinase 
directement couplee sur la sequence d ' ol igonucleot ides qui 
35 servira a 1 ' hybr idat ion ; I'activite de la kinase etant 
mesuree en presence de ses substrats et de luciferase. 

Cetce tecl^nique peut etre appliquee apres 
amplification d ' une sequence par PCR en solution ou meme 
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dans une cellule fixee. Dans ce cas, le precede utilisant une 
pyruvate kinase thermostable esc part iculierement bien 
adapte . 
EXEMPLES 
5 TESTS IMMUNOLOGIOUES 

I- Mise en evidence de coniuques ant i-IqG-kinase . 

Des IgG de souris sont immobilises sur des plaques 
multipuits. Les puits sont alors satures par I'albumine 
bovine pendant -1 h. Ensuite, les puits sont laves 3 fois 

10 avec une solution de Tween. Les puits peuvent eventuellement 
etre seches. Les anticorps conjugues sont alors incubes en 
presence d'albumine pendant 2 h a 20'=*c. Apres lavage : 
I'actlvite de la kinase est dosee en ajoutant une solution 
melange contenann ces substrats a savoir : du 

15 phosphenolpyruvate , de I'ADP, la luciferine, la luciferase 
ces deux derniers etant destinees a la detection de 1 * ATP 
produit a partir de I'ADP et du phosphoenolpyruvate par la 
kinase. La mesure des piiotons se i'ait dans un bioluminometre 
au cours des 5 minutes qui suivent, et le resultat est 

20 exprime en tonction de plateau ou de 1 ' integration pendant 
1 minute. On peut aussi exposer a~ I'aide d ' un film polaroid 
sensible, par exemple 3.000 ou 20.000 ASA pendant 5 minutes 
suivi d'un deve ioppement de 4 5 sec. Dans un test realise de 
cette maniero, les ant i -IcjG-kinase ont ete dilues 

25 successivement et ont pu etre detectes jusqu'a une dilution 
de 2.560 fois, ce qui reprcssenta it 2,6 10-13 moles 
d'anticorps par test. 

II- Mesure d * IgG consideres comme antiqenes fmethode 
Sandv/ich ) . 

30 La meme experience fut realisee comme au point 

precedent mais en immoijil isanc sur les plaques multipuits des 
anticorps ue lapins anti-IcjG humains. Ces plaques ont ete 
incubees avec des IgG humaines a des dilutions de plus en 
plus grandes, ensuite one ete lavees, puis des anticorps de 

35 souris ant i-IgG-humaine conjugues a la kinase ont ete ajoutes 
a tous les puits. La mesure de la kinase par la plaque 
photograph ique a permis de deteccer une concentration de 
8,310-1^, mole/test d ' IgG humaine. 
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III- Determin^^t ion du titre des anticorps ant i-Beta-HCG 
(human corionic gonadotropin) . 

On realise deux dilutions de 20X et de lOOX d • un 
serum positif ant i -Beta-HCG contenant 93.000 mUI/ml avec du 
5 serum negatif (provenant d ' un sujet humain de sexe feminin) . 
Ces deux dilutions dont ete incubees pendant 60 minutes a 
37*=*C et sous atmosphere liumide dans 2X3 series de 
micropuits prea lablement coates avec 1* anticorps monoclonal 
trappeur (anti-Beta HCG) . Apres trois rin^ages, on incube 

10 une preparation commerciale d'lgC polyclonaux de lapin 
anti-HCG, dialysee ez diluee 100 X, 1.000 X et lO.OOOX. On 
rince trois lois dans le tampon phosphate. Enfin, pour 
chaque serie de micropuits , nous avons realise une courbe de 
concentration en coiijucjues qui sont composes d'un anticorps 

15 de mouton ^mt i - IcjG de lapin conj ugues a la pyruvate kinase . 
Apres trois rincpages, on dose I'activite au moyen du lecteur 
de plaques en bioluminescence . Si on dilue l*anticorps de 
lapin anti-HCG lOOX et si on utilise une dilution de 50 fois 
pour le conjugue, on observe une activite de 30 RLU pour la 

20 dilution 20X du serum HCG a 98.000 mUl/ml, et de 7 RLU 
(valeur du test nioins la valeur du blanc) pour la dilution 
lOOX. On peut done closer des concenrrat ions de 4.900 mUI/ml 
de BetaHCG dans le serum avec un rapport signal/bruit de 7 
et une concentration de 9S0 mUI/1 avec un rapport signal 

25 bruit de 2. Cette valeur const ituera it , dans I'etat actuel 
des choses, la limite de detection du dosage. Un serum est 
considere comme positif lorsqu'il contient plus de 2.000 
mUI/1 ce qui cadre bien avec les exigences requises en 
laboratoire de biologie clinique, Une opt imalisation des 

30 conditions permentrait d'ameliorer encore les performances 
de ce dosage. 

IV- Dosage des anticorps ant i-h istone . 

Un dosage d' anticorps anti-histone dans le serum 
d'un patient positif a ete realise en diluant le serum de 2 
35 en 2 fois par un serum controle pour les dilutions allant de 
800 a 102.400 fois. Les boites multipuits ont ete coatees 
avec des protc-ines hisuones. Le serum humain anti-histone 
a ete incube dans ces puits, puis apres lavage un anticorps 
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de lapin anti-IcjG humain marque a la kinase. Ce serum 
anti-histone donnaic un signal lineaire en fonction de la 
dilution jusqu'a une dilution de 25.S0O fois alors que le 
meme test realise avec un conjucjue marque a la peroxydase et 
5 revele en speccrophotometr ie suivant les conditions 
habituelles du fabricant (Bxolal, Belgique) en utilisant 
I'ABTS (azino-benzthiazoline sulfonate) comme substrat ne 
detectait que jusqu'a la dilution de 1.600 fois. 
Tests qenetiaues 
10 I. M^^nre di r ^r^tP^. du DNA du virus HPV-18 

^ pw.fSnn covai^nt-^ du DN ^ sur les boTtPs plastiques 

Le DM.^ du virus d'llPV-18 a ete immobilise de 
maniere covalenre sur des boites de plastique multipuits 
modifiees de maniere a ce qu'elles presentent des groupements 
15 amines en surface. La fixation se fait entre le phosphate 
5- terminal de 1 ' ADN et la fonction amine greffee sur le 
plastique, via les agents couplants que sont 
l'l-ethyl-3-(3-diiuethylarainopropyl) -carbodiimide et le 

methyl imidazole . 

20 Les plaques £:ont incubees 5 h a S0°o, puis les 

puits sont laves par une solution 5 x SSC contenant 0,25% de 
SDS et a 50°c. Ces conditions de fixation sont recommandees 
par la firme qui commercialise ces boites Covalink. (NUNC, 
Gibco BRL) 

2-5 R Revel -It irn ^''^ p-"^'- '^^^ ol icio-biot iny les 

un oligonucleotide de 21 paires de base a ete 
selectionne pour sa specificite a reconnaitre une sequence 
specifique des DMA viraux de KPV 13 - 33 et 16. II s'agit 

de la sequence : 

5 • - A C 'I' T 'i' A A C T G C A G A T G T T A T G -3 ' 

Cette sequence s'hybride a une region correspondant aux 
nucleotides 6730-6800 du gene LI HPV16 avec un mesappar iement 
en position iS ex: un en position 3, a une region 
correspondant aux nucleotides 6759-6779 du gene LI d-HPV18 
35 et a une region correspondanr aux nucleotides 6734-6754 du 
gene Ll d ' HPV 33 avec un mesappar iement en position 15 et un 
mesappar iement en position 3. 

Le marquage a la biotine de cet oligonucleotide se 
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fait au moyen cle la cerminal transferase. Celle-ci fixe a 
I'extremite 3' quelques d . UTP biotinyles et quelques d-CTP 
(non biotinyles). 

L ' hybr iclat ion se deroule dans les puits ou I'ADN 
5 a ete fixe, dans une solution d * hybridation comprenant 
I'oligo biotiriyle et 1 ' on incube 16h a 50°C, 

Apres lavage, le conjucjue a vidine-kinase est alors 
ajoute a raison de 0,01 mg/ml et apres lavage, I'activite de 
la kinase est revelee en presence de ses substrats et de la 
10 luciferase comnie expllcitee dans les exemples ci-dessus. La 
quantite de DNA viral de HPV-18 inise en evidence dans ces 
conditions correspond a la solution de 100 ng/puits, ce qui 
est tres eleve . 

II- Mesure indirecte du DNA du virus HPV-18 TMethode Sandwich) 
1 5 par deux olig o nucleotide s 

A. Genome de 586 BP 

Pour eviter les problemes de viscosites, 
d* interactions, d' encombrenients qu ' impl iquent la manipulation 
du genome complet d ' HPV (+/- 8 000 bp), on amplifie par PGR 
20 une partie de ce genome, a savoir, un brin de 586 bp a partir 
de la 6193e base jusqu'a la 6.779e base. 

B. Fixation covalente de 1 ' ol ioo-trappeur 

L ' o 1 igonuc leot ide crappeur de 21 paires de bases 
a une specir'icice unique pour le yeiiome d ' HPV IS et constitue 
25 le complemencaire des 21 premieres bases a partir de 
I'extremite 3' du rraginenc selectionne ci-dessus. 
La sequence esc 5 • -T T T T G . C A A G A T G G T G A T A 

T G G- 3 ' 

L ' ol igo- 1 1'appeur est immobilise de maniere 
30 covalente dans les boites NUNC de la meme maniere que 
precedemment poui- le DNA du virus MPV 18. 

On incube cturanr 5h a 50"c, 5 ng d ' ol igonucleot ides 
par puits et fixons environ 1,2 ng par un lien covalent. 

C. Hybridation du fragment d'HPV i'S 

35 Pour 1 ' hy br idat ion , les puits contenant 

1 ' oligonucleotide trappeur sont d'abord rinces. 

On ajoute alors a 200 microl/puits de la solution 
d ' hybr idat ion contenant des concentrations decroissantes du 
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fragment du cjenome cl ' HPV 13 diluee dans 1 ' eau et denature. 
L ' hybridation se deroule a SO^c pendant 2 h. 

D, Hybridation de 1 ' o 1 igonuc 1 eot ides biotinvle 

L* ol igonucleotide detecteur de 21 paires de bases 
5 est specif icique pour les genomes d ' HPV 16, 18 et 33 (cfr. 
mesure indirecte du virus HPV 18 - point B)et constitue le 
complementaire des 21 dernieres bases a partir de 1 ' extremite 
3' du fragment de 58G paires de bases selectionne au pointA. 
Sa sequence: 

10 5'-ACTTTAACTGCAGATGTTAT G-3 ' 

Apres avoir lave les puits, nous procedons, a une 
nouvelle hybridation de la meme maniere que precedemment 
sinon que 1 ' on ajoute a la solution d ' hybridation les 
oligonucleotides biotinyies. Cette hybridation dure 1 h a 

15 50°c, 

E. Revelation par biol urn i nescence 

Apres hybridation, les plaques sont lavees, puis 
le conjugue avidine-kinase est ajoute a raison a 0,01 mg/ml 
et apres lavage, l*activite de la kinase est revelee en 
20 presence de ses ^:ubstrats ec cte la luciferase, comme 
explicitee dans les exemples ci-dessus. 

III. Mesure indirecte du DHA de virus HPV (methode sandwich 
en presence c\o clu i ine d'APN uar double reconnaissance de 
sondes plus lonc i ues et detection par 1 ' intermediaire 
2 5 d'anticorps marques a la kinase) 

A. Genome de 5SGbD 

Pour eviter les problemes de viscosite 
d ' interact ions d ' encombrement qu'implique la manipulation de 
genome complet d'HPV, on ampliiie par PGR une partie du 
30 genome, a savoir un brin de [joGbp a partir de la 6193eme base 
jusqu'a la 6779G;me base, 

B. Fixation covalente d'une sonde crappeur 

Une sonde crappeur fabriquee par PGR et 
phosphorylee en 5' est tixee dans les puits de facpon 
35 covalente comme prea lablement . 
C Hybridation sandwich 

Une soridc- de detection biotinylee a ete produite 
par PGR. La biotine est incorporee grace a la presence de 
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dUTP biotinyle en rapport 1/2 avec le dTTP . 

L' hybridation sg fait dans les puits ou la sonde 
trappeur est inimobi 1 isee . La solution d • hybridation comprend 
I'ADN cible de HPV de 586bp et la sonde biotinylee par PGR. 
5 L' hybridation se fait a 70°C pendant 2 heures. 

D. Revelation 

Apres lavage et saturation, I'avidine est incubee 
dans les puits, puis I'anticorps anti-avidine suivi du 
I'anticorps dirige contre ce dernier et marque a la kinase. 
10 Apres lavage et equilibration, i'acrivite de la kinase est 
revelee en presence de ses substrats et du systeme luciferase 
comme explicite ci-dessus et on mesure la production de 
lumiere au luminoskan ou on prend une photo Polaroid, 

E. Resultats 

15 La mesure de la lumiere etait de 10000 RLU 

(Relative light unit) sur le bioluminometre Lumac pour 500pg 
de DNA cible de HPV et de 2500 RLU pour 50pg de DNA cible de 
HPV. 

IV . Mesure indirecte du DNA cte virus HPV (methode sandv/ich 

2 0 en presence de chaine d'ADN et revelation par u n coniuque 

streprav idine k i nase ) 

La preparation des sondes trappeurs f ixees dans les 
puits en piastique c-t des sondes detectrices marquees a la 
biotine est identique que dans i*exemple III ci-dessus. 

25 L ' hybridation i:isz realisee dans les memes conditions. Apres 
hybridation, on lave et on sature les puits avant d » incuber 
le conjugue strepta v idine kinase dilue lOOOX. Les puits 
sont laves *1 fois avant d'etre incubes en presence des 
substrats de la kinase et la luciferase comme dans les 

30 exemples precedents. Dans cgs conditions, une courbe de 
concentration a ete realisee de 500pq a 5pg en DNA cible de 
HPV et les valeur:;-: de RLU sont superieures aux controles 
realises en presence- de DNA non specif ique. 

V . Mesure indirecte du DNA de virus i-lIV r methode sandwich en 

3 5 presence de c ha ine d'ADN et revelation par u n coniuque 

strepta v id ine kinase) . 

A. Cible produit oar PGR. 

Un segment de la ctiaine de RNA du virus du sida 
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(HIV-I) a ete tran£:cript en DNA puis amplifie par PGR. Ce 
fragment comprend 473bases situe entire la I214eme base at la 
1687eme. 

B. Hybridation 

5 La preparation des sondes trappeurs et detectrices 

ainsi que 1 ' hybridation et la revelation se font de la meme 
facjon que dans le cas VIII. 

C. Resultats 

Une courbe de concentration en fragments de DNA 
10 cible de HIV a ete realisee allant de 1000 a Ipg. Pour 
chacune de ces concentrations la mesure de RLU etait 
signif icat ivement superieure aux controles realises avec du 
DNA non specif ique (resultats presences a la figure 9). 

VI . Mesure indirecue de DNA de virus cytomegalovirus 

15 Un segment de la chaine de RNA du virus de CMV a 

ete transcript en DNA puis amplifie par PGR. Ce fragment de 
434bases est situe entre la 2223eme base et la 2657em,e base. 

Le protocole experimental fut realise comme pour 
I'exemple VIII et oi\ a obtenu une courbe de concentration en 

20 DNA cible de CMV allant de lOOO a lOpg. 

VII . Mesure indirecte de DNA de la bacterie Chlamydia 
trachomat is 

Un segment de DMA de ciilamydia trachomatis a ete 
amplifie par PGR. Ce fragment de 4 15bases est situe apres 
25 la 5339eme base et constitue le DNA cible. 

Le protocole experimental fut realise comme pour 
l^exemple VIII et on a obtenu une courbe de concentration en 
DNA cible de Chlamydia tractiomatis allant de 2000 a 20pg. 
VIII. Elisa en bioluminescence avec lecture sur plaque 
30 Polaroid 

De nouveaux conjugues sont synthetises, des plaques 96 puits 
sont coatees avec des IgG de lapin anti-IgC humains, des IgG 
humains et des TgC de souris. 

a/La premiere oper:ition consiste a realiser une 
35 courbe de saturatioii an in de determiner le titre des 
con jugu(§s ; 

b/Le dosage Elisa proprement dit a ete realise 
suivant deux ineu!iodes qui varient legerement au niveau du 



wo 94/06933 



27 



PCT/BE93/00063 



dosage de 1' enzyme inarqueur. Dans un premier cas, mesure 
directe, on mesure cont i nue 1 lament 1 ' ATP produit par la 
reaction de Ic-i pyruviite kinase en bioluTninescence . Cette 
methode permet de detecter 2.G 10-13mol/test d ' IgG humains 
5 (fig 5). Dans un deuxieme cas, mesure indirecte, I'ATP 
produit est accumule pendant 60 minutes puis mesure en 
bioluminescence . Dans ce cas, on detecte 8.32 10-14 mol/test 
(fig. 6). On constate que la sensibilite n'a pas ete 
amelioree comme on aurait pu I'esperer. 
10 IX. Effet de la concentration en SPDP sur le nombre de bras 
fixes et sur I'activite de la p yruvate kinase, protection par 
les substrats 

Des aliquocs de lOOml de pK a lOmg/ml dans duKH2P04 
lOOmM pH7 sont actives avec 'JOO ml de SPDP en concentration 
15 croissante dans de I'ethanol. Apres 30 minutes de reaction, 
le SPDP en exces esc elimine sur Sephadex G25 et la PK est 
analysee par rapport a son activite residuelle et au nombre 
de bras fixes par molecule d'enzyme. L'experience est aussi 
realisee en presence de substrats en concentration ImM (ADP 
20 phosphoenolpy ruvat e et MgC12) . Le qraphique montre que pour 
un faible nombre de bras iixes sur 1 ' enzyme ( infer ieur a 5), 
I'activite residuelle esc semblable si l'experience est 
effeccuee ei^ presence de substrats ou non. Au dela d ' un 
exces de 10 SPDP, ce qui correspond a +/- 4 bras fixes par 
25 enzyme, I'activite residuelle est legerement superieure si 
l'experience en presence des substrats (fig. 7), 
Dans une boite micropuits, des immunog lobines (IgG) de souris 
(blanc) et humains (test) sont coatees selon une methode 
classique. Apres une incubation avec des conjugues IgG 
30 anti-IgC humains couples ^> 1 :i pyruvate kinase, les micropuits 
sont laves et on revele en luminescence . L ' activite de la 
kinase couplee a 1 ' IcjG anti-IgG humain. Ces derniers se 
fixent dans les puits contenant leur antigene, a savoir les 
IgG huma i ns . ( f ig . o ) . 
3 5 X . Mesure de tra omej it do DMA produits a partir du RNA de 
virus HIV 

Dans ur^e poite Covaiink (NUNC) de micropuits, des 
sondes a DNA speciriques du virus HIV ont ete fixees de 
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maniere covalente par leur extremite 5' puis incubees en 
presence cle fragments cle DMA provenant d ' une amplification 
par PGR (Polymerase Chain Reaction) d'un fragment 475bp 
correspondant a une partie du RMA du virus du SIDA (HIV-I) • 
5 Les solutions contenant ecjalement une sonde detectrice de 
205bp biotinylee ec aussi complementaire de la sequence 
d'ADN du virus HIV-I. 

Apres hybridation a 70°c et lavage, un conjugue 
streptavidine-kinase est incube avec les hybrides et apres 

10 lavage, les substrats de la kinase et la luciferase sont 
ajoutes afin de mesurer les con j ugues k inase-strepdavidine 
present dans les puits. La figure 9 montre la pente de 
1 • augmentation de lumiere en RLU (Relative Light Unit) 
observe par houre d" incubation de ces reactifs. Les controles 

15 ont ete reali^iei; avec un ADfJ cible de 57 1bp provenant du 
genome de souris. 

Les tests ont ete faits en 3 exemplaires et 
representent la moyenne. Les ecarts types (± s) sont indiques 
sur la figure. La figure montre que 1 pg de DNA peut etre 

20 detecte s ign i f ica t i vement par ce test. 
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REVENDICATIONS 

1. Conjucjue actit destine a la detection et/ou au 
dosage d'un compose biolocjique, caracterise en ce qu'il est 
constitue par une kinase ou une deshydrogenase dont les 

5 groupes soufres sont de preference prea lablement reduits, et 
capable de produire un compose intermediaire utilisable par 
un systeme de bioluminescence , de preference par une 
luciferase, ladite enzyme etanc couplee a un ligand, 
prealablemen t accive par un agent de couplage, et susceptible 
10 de se lier directement ou indirectement , de inaniere 
specifique au dit compose biologique. 

2. Conjuque selon la revendicat ion 1 caracterise 
en ce que la kinase est une pyruvate kinase. 

3. Conjugue selon la r e vend icat ion 1 ou 2 
15 caraccerise en ce que 1 ' agent de couplage est 

heterobifoncrionnel . 

4. Conjugue selon la revendication 3 caracterise 
en ce que 1' agent de couplage est le N-Succinimidy 1 3- (2- 
pyr idy Id ithio) proprionace, le Succinimidyl 4- (N- 

20 ma leimidomet hy 1 ) cyclohexane -1 - carboxylate ou son 
sul f Oder i ve . 

5. Con'juguo seiori 1 ' une quelconques des 
revendicat ions precoi^lent es cciraccerise en ce que le ligand 
est choisi parmi les groupes consciues par les antigenes, les 

2 5 recepteurs d' hormones, les anticorps, les sequences 
nucleot idiques , les composes capables de se fixer a des 
sequences nucleot id iques biotinylees et/ou un melange d ' entre 
eux . 

6. Conjugue selon la revendication 5 caracterise 
30 en ce que le ligaiid est de i'avidine ou de la streptavidine , 

eventue 1 lemenc modiiiee(sj . 

7. Conjugue selon i ' une des revend icar ions 5 ou 6, 
caracterise en que la sequence nuc leot id ique comprend tout 
ou une partie d'tine sequence nucleot idique choisie parmi le 

35 groupe constitue par les sequences nuc leot id iques suivantes: 
la SEQ ID N"l : TGTGCAACAA TGTGCAGACA 'TTATA . 
la SEQ ID : ACACCT'l'C'i"!' ACACCTCTCT AATAT 

la SEQ ID N^3 : CCAACCCTTT AGATGCGTGC CAGGA 
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TACTACATAC ACCCCCCCAC AGACC 
GGTTCGCAAA TCTACGCACG GTCCT 
ATGATGTATG TGGGGGCGTG TGTGG 
ACCTTAACTG GAGATGTTAT G 
TGGAATTGAC GTCTACAATA C 
ATATCAGATG ACGAGAACGA AAATG 
: TATAGTCTAC TGCTCTTGCT TTTAC 
: UGUGCAACAA UGUGCAGACA UUAUA 
: ACACCUUGUU ACACGUCUGU AAUAU 
10 la SEQ ID N°13 : CCAAGCGUUU AGAUGCGUGC CAGGA 

UACUACAUAC ACCCCCGCAC AGACC 
GGUUCGCAAA UCUACGCACG GUCCU 
AUGAUGUAUG UGGGGGCGUG UGUGG 
ACCUUAACUG CAGAUGUUAU G 
15 la SEQ ID N°13 : UCGAAUUGAC CUCUACAAUA C 

AUAUCAGAUG ACGAGAACGA AAAUG 
UAUAGUCUAC UGCUCUUGCU UUUAC 
S. Precede cle preparation clu conjugue selon 1 * une 
quelconque cles revend icat ions precedentes caracterise en ce 
20 que on fait reagir en solution un agent de couplage, de 
preference he terobi r once ionne 1 sur un ligand et en ce que ce 
ligand active est couple a une kinase ou une deshydrogenase 
dont un ou plusieurs ponrs sulfures ont ete eventuel lement 
redui ts . 

25 9. ProceclO: do [jrepa rc^ c i on du conjugue selon la 

. revendicat ion 8 caracterise en ce que la kinase ou la 
deshydrogenase du conjugue est immobilise au niveau de son 
site actif sur une colonne contenant un gel, de preference 
le Blue Sepharose, ayant une affinite pour la kinase ou la 

30 deshydrogenase ec esc couplee au iigaiid prea lablement active 
par un ageni: de coupiacje ez en ce que ia colonne est lavee 
et le conjucjue e:=;c elue de la colonne en changeant la 
composicion do la solunion de lavage, de preference en 
augmentanc la force ionique. 

35 10. Applicacion du conjugue selon 1 * une quelconque 

des revendicat ions l a 7 pour la detection et/ou le dosage 
d'un compose bioiocjique. 

11, Application selon la revendicat ion 10 pour la 
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detection et/ou le closacje par hybridation de sequences 
nucleotidiques. 

12. Application seion ia revendicat ion 11 pour la 
detection et/ou le dosage de sequences nucleot idiques , 

5 prealablement deteccees par un procede choisi parmi le groupe 
constitue par 1 • hy br ida t ion in situ, 1 ' hybridation sur 
filtre, sur plastique, sur support solide, en solution, en 
"sandwich" sur gel, 1 ' liy br ida t ion en Dot blot, Northern blot, 
Southern blot, par un marquage isotopique ou non-isotopique 
10 associe au fragment, par teclinique sondes froides, par 
amplification genetique, notamment par PGR ou LCR et/ou par 
un melange d'entre eux . 

13. Trousse de detection et/ou de dosage d ' un 
composant bioiogiquo caracterise en ce qu'il comprend le 

15 conjugue selon 1 ' une queiconque des revendicat ions 1 a 7. 

14. Trousse de diagnostic selon la revendicat ion 
13 caracterise en ce qu'elle comprend egalement les reactifs 
destines a la detection et/ou au dosage de sequences 
nucleot id iques par un procede choisi parmi le groupe 

20 constitue par 1 ' hy br idat ion in situ, 1 ' hybridation sur 
filtre, sur support solide, en solution, en "sandv/ich" sur 
gel, 1 ' hybr icla t ioii en Dot blot, Morthen blot, Southern blot, 
par un marquage isotopique ou non-isotopique associe au 
fragment, par technique sondes rroides, par amplification 

25 genetique, notamment par PGR ou LGK et/ou un melange d * entre 
eux. 
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